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大腸菌のヘム合成遺伝子群の変異株の光感受性についての解析 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 分子遺伝学研究室 飯田 夏実 
 
	 ヘムはポルフィリン環に二価鉄が配位した鉄化合物であり、酸素の運搬や呼吸、活
性酸素の除去などに働くタンパク質の補因子としてあらゆる生物にとって重要である。
大腸菌でも、ヘムは電子伝達系のシトクロムや活性酸素の除去に働くカタラーゼおよ
びペルオキシダーゼの補因子などとして重要な働きをしている。 
 ヘム合成に関与する酵素の遺伝子は多くの生物で保存されているが、ヘム合成遺
伝子の変異株では、ヘムが合成されないために生育が悪くなるのに加えて、蓄積した
ヘム合成の中間体が生育を阻害することが知られている。大腸菌ではヘム合成遺伝
子hemHが欠損すると可視光照射下では生育できなくなることが報告されていて、ヘム
合成経路の最後の中間体である protoporphyrinⅨの蓄積が原因であると考えられて
いる。この光感受性の原因は酸化ストレスであろうと推測されているが、実験的に示さ
れてはいなかった。また大腸菌の hemH 遺伝子以外の一連のヘム合成遺伝子の変異
株の光感受性については明らかになっていなかった。そこで本研究ではヘム合成遺
伝子群の変異株の光感受性について解析を行った。 
 ヘム合成遺伝子は欠失させると好気条件下での生育が著しく低下し、サプレッサー
変異などが起こることによって遺伝学的解析が難しくなる可能性があるため、高温感受
性欠失株を利用した。まず一連のヘム合成遺伝子変異株について高温での暗条件と
光条件での生育を調べたところ、hemH 遺伝子以外にもポルフィリン中間体が蓄積す
る hemD 遺伝子, hemE 遺伝子, hemF と hemN 遺伝子、hemG 遺伝子の変異株は、ポ
ルフィリン中間体が蓄積しないhemB遺伝子, hemC遺伝子の変異株と比べて、光条件
での生育が悪く、特に hemF と hemN 変異株と hemH 変異株は光感受性が強いことが
わかった。またヘム合成の前駆体である 5-アミノレブリン酸を添加すると光感受性が強
くなることもわかった。 
 これらの変異株の光感受性の原因が酸化ストレスである可能性について調べるため
に、まず嫌気条件での生育について調べたところ、好気条件に比べて嫌気条件では
光感受性が弱くなることが分かった。またhemH変異株でさらに活性酸素の除去に働く
酵素の遺伝子を欠失させた株の光感受性について調べたところ、ペルオキシダーゼ
をコードする ahpCF 遺伝子の欠失株では、暗条件と光条件の両方で生育が低下する
ことが分かり、ヘム合成遺伝子群の変異株の光感受性が、蓄積されたポルフィリン中
間体によって生じた活性酸素種による酸化ストレスによって引き起こされることが示唆
された。 
 本研究によって大腸菌のヘム合成遺伝子群の変異株の光感受性について新たな
知見を得ることができた。これらの知見をもとに、今後実際に蓄積されているポルフィリ
ン中間体を調べることによって、それぞれの中間体の性質やそれらの毒性を回避する
システムの可能性などについて調べていくことができると考えられる。 
  
 
 
 
 2 
Genetic Analysis of photosensitivity of Escherichia coli mutants of the genes 
involved in the heme biosynthesis  
Natsumi Iida (Molecular genetics laboratory) 
 
Heme is a compound, in which divalent iron is coordinated to the porphyrin ring, and is 
important for all organisms as a cofactor of proteins involved in oxygen transportation, 
respiration, and removal of reactive oxygen species. In E. coli, heme was known to play an 
important role as a cofactor of cytochrome, a component of electron transport system, and as 
that of catalase and peroxidase for oxidative stress tolerance.  
   The hem genes required for heme synthesis are conserved in many organisms. Their mutant 
cells are often deficient in cell growth especially under aerobic condition due to the loss of 
hemes and the accumulation of the toxic intermediates of the heme synthesis. In E. coli, the 
hemH mutant was reported to be sensitive to visible light irradiation possibly due to the 
accumulation of protoporphyrinⅨ, which is the final intermediate of the heme synthesis 
pathway. However, the photosensitivity of other hem mutants had not been reported. And the 
photosensitivity is supposed to be caused by oxidative stress, but it has not been confirmed 
experimentally. In this work, I studied the photosensitivity of other hem mutants of E. coli. 
   To avoid the effects of suppressor mutations etc, I used the temperature-sensitive heme 
deletion mutants, which lose the complementing hem plasmids at high temperature. First, I 
examined the cell growth of the hem mutants under dark or light conditions. The hemD, hemE, 
hemF-hemN, hemG mutants, which accumulate porphyrin intermediates, grow poorly under 
light condition as well as the hemH mutant. Especially, the hemF-hemN double mutant and the 
hemH mutant were remarkably photosensitive. Furthermore their photosensitivity was enhanced 
in the presence of 5-aminolevulinic acid, a precursor of heme synthesis. But the growth of the 
hemB and hemC mutants, which does not accumulate porphyrin intermediates, was not 
inhibited. 
   To confirm that the photosensitivity of these mutants is due to oxidative stress, the cell 
growth under anaerobic condition was examined. The photosensitivity was not remarkable 
under anaerobic condition. And the effect of the mutation of the ahpCF gene encoding a 
peroxidase involved in oxidative stress tolerance was studied. The cell growth of the ahpCF 
derivatives was inhibited under both dark and light conditions. These results suggested that the 
photosensitivity of those mutants is caused by reactive oxygen species derived from the 
accumulated porphyrin intermediates.  
  In this work, I investigated the photosensitivity of the mutants of the hem genes. These 
results will be valuable to characterize the toxicity of the porphyrin intermediates and to identify 
the possible cellular system to avoid their toxicity. 
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序論 
 
ヘムについて 
 
 ヘ ム は ポ ル フ ィ リ ン 環 に 鉄 が 配 位 し た 化 合 物 で 、酸 素 の 運 搬 や 呼 吸 、活 性
酸 素 の 除 去 な ど に 働 く タ ン パ ク 質 の 補 因 ⼦ と し て あ ら ゆ る ⽣ 物 に と っ て 重
要 な 物 質 で あ る （ １ ） 。  
 
 ヘ ム の ⾻ 格 で あ る ポ ル フ ィ リ ン は 4つ の ピ ロ ー ル が メ チ ン 基 で 結 合 し た 環
状 化 合 物 で あ る 。π 電 ⼦ が 共 役 し た 平 ⾯ 構 造 を し て い て 、紫 外 可 視 領 域 に 強
い 吸 収 ス ペ ク ト ル を 持 つ こ と が 特 徴 で あ る 。 400nm 付 近 の 極 め て 強 い 吸 収
帯 は ソ ー レ ー 帯 と 呼 ば れ 、500〜 600 nm付 近 の 吸 収 ス ペ ク ト ル は Q帯 と 呼 ば
れ る （ １ ） 。  
 
 
 
Fig.1 ヘ ム と ポ ル フ ィ リ ン の 構 造  
a.  ヘ ム b 
b .  ポ ル フ ィ リ ン  
 
 
⼤腸菌においてヘムはグルタミン酸から9段階の酵素反応により、複数の中間体を経て合
成される (Fig. 2)（４）。⽣体内でヘムを合成する経路中の酵素や中間体は多くの⽣物で
保存されているが、こ れ ら の 中 間 体 の 中 に は 細 胞 内 に 過 剰 に 蓄 積 さ れ る と 毒 性
の あ る も の も 知 ら れ て い る （ 2） 。  
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Fig.2 ⼤ 腸 菌 の ヘ ム 合 成 経 路 と ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦  
⾚ ⽂ 字 で ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ を 表 す 。  
括 弧 内 に ⽰ し た ALAか ら ヘ ム ま で の 中 間 体 の 正 式 名 称 を 、以 降 は 上 の よ う に 略 し た 形
で ⽰ す 。  
 
 
⼤ 腸 菌 の ヘ ム 合 成 経 路 の 中 間 体 の 光 毒 性 に 関 す る 先 ⾏ 研 究  
 
 ⼤ 腸 菌 で は 、 hemH遺 伝 ⼦ が ⽋ 損 す る と 、 ヘ ム が 合 成 さ れ な い た め に ⽣ 育
が 悪 く な る の に 加 え て 、可 視 光 の 照 射 下 で は ⽣ 育 で き な く な る こ と が 報 告 さ
れ て い る （ 5） 。 こ れ は PrptoⅨ フ ェ ロ キ レ タ ー ゼ で あ る hemH遺 伝 ⼦ を ⽋ 損
し た こ と に よ っ て 、 ヘ ム 合 成 の 最 後 の 中 間 体 で あ る ProtoⅨ が 過 剰 に 蓄 積 し
た こ と が 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 。  
 ま た 別 の 研 究 で は 、⾊ 素 な ど の 排 出 に 働 く tolC遺 伝 ⼦ の 変 異 株 は 、ヘ ム 合
成 の 前 駆 体 で あ る ALAを 培 地 に 過 剰 に 添 加 し た 時 に 、光 照 射 に よ り ⽣ 存 が 低
下 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 6） 。 こ れ は tolC遺 伝 ⼦ の ⽋ 損 と ALAの 添 加
に よ っ て 、ヘ ム 合 成 経 路 に お け る 複 数 の ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 が 蓄 積 し た こ と
が 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 。  
 
 ⼤ 腸 菌 の ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 群 の 変 異 株 の 光 感 受 性 に つ い て は 、 上 記 の hemH
変 異 株 以 外 で は 報 告 さ れ て い な か っ た 。 ま た hemH変 異 株 と tolC変 異 株 の 光
感 受 性 に つ い て も 、⼀ 般 的 に ポ ル フ ィ リ ン が 酸 素 の 存 在 化 で 光 励 起 さ れ る と
酸 化 ⼒ の 強 い ⼀ 重 項 酸 素 を ⽣ 成 す る こ と が 知 ら れ て い る た め (Fig.  3)（ ２ ,1
0） 、 酸 化 ス ト レ ス が 原 因 で あ る と 推 測 さ れ て い た が 実 験 的 に は ⽰ さ れ て い
な か っ た （ 2, 3） 。  
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Fig.3 ポ ル フ ィ リ ン の 光 化 学 的 性 質  
ポ ル フ ィ リ ン に ソ ー レ ー 帯 、 Q帯 に 相 当 す る 波 ⻑ の 光 を 照 射 す る と 、 ポ ル フ ィ リ ン は
光 励 起 さ れ て 励 起 ⼀ 重 項 状 態 に な る 。 そ の 後 項 間 交 差 に よ り 三 重 項 状 態 と な り 、 基 底
状 態 に 戻 る ⼀ つ の 経 路 で 600 nm付 近 の 蛍 光 を 発 す る 。  
酸 素 の 存 在 下 で の 光 照 射 で は 、 励 起 状 態 か ら 酸 素 分 ⼦ へ の エ ネ ル ギ ー 移 動 も 起 こ り 、
反 応 活 性 な ⼀ 重 項 酸 素 を ⽣ 成 す る 。  
 
 
 
本研究について 
 
 本 研 究 で は 、 ⼀ 連 の ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 を ⽤ い て 、  
(1)hemH遺 伝 ⼦ 以 外 の ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 群 の 変 異 株 が 光 感 受 性 に な る か ど う
か 明 ら か に す る  
(2)光 感 受 性 の 原 因 が 酸 化 ス ト レ ス に よ る 可 能 性 に つ い て 明 ら か に す る  
こ と を ⽬ 的 と し て 実 験 を ⾏ っ た 。  
 
 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ は ⽋ 失 さ せ る と 好 気 条 件 で の ⽣ 育 が 著 し く 低 下 し 、サ プ レ
ッ サ ー 変 異 な ど が 起 こ る こ と に よ っ て 遺 伝 学 的 解 析 が 難 し く な る 可 能 性 が
あ る た め ⾼ 温 感 受 性 ⽋ 失 株 を 利 ⽤ し た (Fig.  4a)。 こ の ⾼ 温 感 受 性 ⽋ 失 株 は 、
hem遺 伝 ⼦ を ク ロ ー ニ ン グ し た 複 製 が ⾼ 温 感 受 性 の mini-Fプ ラ ス ミ ド の 存
在 下 で 、 染 ⾊ 体 上 の hem遺 伝 ⼦ を ⽋ 失 さ せ た 株 で あ る 。 低 温 で は hem遺 伝 ⼦
が 相 補 さ れ て い る の で 正 常 に ⽣ 育 す る が 、⾼ 温 で は mini-Fプ ラ ス ミ ド が 消 失
す る た め に hem遺 伝 ⼦ が ⽋ 失 し た 状 態 に な り ⽣ 育 は 著 し く 悪 く な る (Fig.  4
b)。ま た ヘ ム 合 成 の 中 間 体 が 細 胞 内 に 蓄 積 す る よ う に 、⽤ い た ⾼ 温 感 受 性 ⽋
失 株 に は ⾊ 素 な ど の 排 出 を ⾏ う tolC遺 伝 ⼦ の ⽋ 失 変 異 を 導 ⼊ し た 。  
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Fig4.  ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の ⾼ 温 感 受 性 ⽋ 失 株  
a.  ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の ⾼ 温 感 受 性 ⽋ 失 株 の 模 式 図 。  
b.  野 ⽣ 株 と 各 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ ⽋ 失 株 の 30℃ と 42℃ で の ⽣ 育 。  
WT： 野 ⽣ 株 、 Δ B： hemB変 異 株 、 Δ C： hemC変 異 株 、 Δ D： he mD 変 異 株 、 Δ E ：
hemE変 異 株 、 Δ FN： he mF,  he mN⼆ 重 変 異 株 、 Δ G： hemG変 異 株 、 Δ H： hemH
変 異 株 。  
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結果 
 
＜１＞	各ヘム合成遺伝⼦変異株の光感受性について 
 
(1―1) ヘム合成遺伝⼦群の変異株の暗条件と光条件での⽣菌数 
 
 ま ず hemH遺 伝 ⼦ 以 外 の ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 群 の 変 異 株 の 光 感 受 性 を 調 べ る た
め に 、各 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 を 暗 条 件 と 光 条 件 で 培 養 し て ⽣ 育 を ⽐ 較 し
た 。  
 
 そ の 結 果 、 野 ⽣ 型 、 tolC変 異 株 、 hemB変 異 株 、 hemC変 異 株 で は 暗 条 件 と
光 条 件 で コ ロ ニ ー 数 に ⼤ き な 差 が み ら れ な か っ た 。⼀ ⽅ hemD変 異 株 、hemE
変 異 株 、hemFと hemN変 異 株 、hemG変 異 株 で は 、hemH変 異 株 と 同 様 に 光 条
件 で は コ ロ ニ ー が ⾒ ら れ な か っ た (Fig. 5)。  
 
 
 
Fig.5 各 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 の 暗 条 件 と 光 条 件 で の ⽣ 育  
a.  野 ⽣ 株 、 tolC変 異 株 、 各 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 の 暗 条 件 と 光 条 件 で の ⽣ 育 。 各
株 を ALA添 加 な し の Antib iot ic  medium3寒 天 培 地 に ま き 、 ⼀ ⽅ は ⽩ ⾊ 光 を 照 射 し
て も う ⼀ ⽅ は 暗 所 で 42℃ 、 24時 間 培 養 し た 後 の ⽣ 菌 数 を 計 測 し た 。  
b.  ヘ ム 合 成 経 路 お よ び ヘ ム 合 成 関 連 物 質 と ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 。  
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(1―2) ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 群 の 変 異 株 の 細 胞 内 の ヘ ム 合 成 中 間 体 の 蓄 積  
 
 hemD変 異 株 、 hemE変 異 株 、 hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、 hemG変 異 株 が 光
感 受 性 に な っ た 結 果 に つ い て は 、ヘ ム 合 成 の 中 間 体 の う ち 、ポ ル フ ィ リ ン 環
を も つ も の が 蓄 積 し た こ と が 原 因 と 考 え た 。そ こ で こ れ ら の 株 で の ポ ル フ ィ
リ ン の 蓄 積 を 確 認 し た 。tolC変 異 株 、hemE変 異 株 、hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、
hemG変 異 株 の 解 析 結 果 に つ い て は 先 ⾏ 研 究 の 結 果 を 参 照 し 、 hemC変 異 株 、
hemD変 異 株 の 解 析 結 果 は 私 の 卒 業 研 究 の 結 果 を 参 照 し た (Fig. 6)。  
  
ヘ ム 合 成 の 中 間 体 の う ち 、ポ ル フ ィ リ ノ ー ゲ ン は ⾃ 然 酸 化 さ れ や す く 直 接
そ の 量 を HPLCで 測 る こ と が で き な い た め 、 そ の 酸 化 体 で あ る ポ ル フ ィ リ ン
と し て 検 出 さ れ る 。具 体 的 に は 、UroʼgenⅢ と CoproʼgenⅢ に つ い て は 、こ れ
ら が 酸 化 さ れ た UroⅢ 、 CoproⅢ と し て 検 出 さ れ る （ 3, 6)。  
 
 ま た 鎖 状 の HMBに つ い て は 、⾃ 発 的 に 環 状 化 し て UroʼgenⅢ の 異 性 体 で あ
る UroʼgenⅠ に な り 、続 い て HemEの 酵 素 反 応 に よ り CoproʼgenⅢ の 異 性 体 で
あ る CoproʼgenⅠ に な る こ と が 知 ら れ て い る の で（ 1）、こ れ ら に つ い て も 同
様 に 酸 化 体 で あ る UroⅠ お よ び CoproⅠ と し て 検 出 さ れ る 。  
 
 な お ProtoʼgenⅨ は 細 胞 内 で HemGの 酵 素 反 応 以 外 に ⾃ 然 酸 化 で も ProtoⅨ
に な る こ と が 知 ら れ て い る の で 、ProtoⅨ と し て 検 出 さ れ る (Fig. 6a)（ 5, 6）。 
 
 光 感 受 性 に な ら な か っ た hemB変 異 株 と hemC変 異 株 で は ピ ー ク が ほ と ん
ど ⾒ ら れ な い こ と か ら 、ポ ル フ ィ リ ン 環 を 持 つ 中 間 体 が 合 成 さ れ て い な い と
考 え ら れ た 。⼀ ⽅ 光 感 受 性 に な っ た hemD変 異 株 、hemE変 異 株 、hemF hem
N⼆ 重 変 異 株 、hemG変 異 株 で は 、種 々 の ポ ル フ ィ リ ン の 蓄 積 が 確 認 で き た (F
ig. 6b)。  
 
 ま ず hemD変 異 株 で は HMBか ら ⽣ 成 さ れ た と 考 え ら れ る CoproⅠ の 蓄 積 が
確 認 さ れ 、 hemE変 異 株 で は UroʼgenⅢ か ら の 酸 化 体 で あ る UroⅢ の 蓄 積 が 確
認 さ れ た 。ま た hemF hemN⼆ 重 変 異 株 で は CoproʼgeⅠ と CoproʼgenⅢ の 酸 化
体 で あ る CoproⅠ と CoproⅢ の 蓄 積 が 確 認 さ れ 、hemG変 異 株 で は ヘ ム 合 成 経
路 前 半 の 中 間 体 由 来 と 考 え ら れ る UroⅢ , CoproⅠ と CoproⅢ 、そ し て 微 量 の
ProtoⅨ が 確 認 さ れ た (Fig. 6b)。  
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Fig.6 各 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 の 細 胞 内 の ヘ ム 合 成 中 間 体  
a.  ヘ ム 合 成 経 路 お よ び ヘ ム 合 成 関 連 物 質 。測 定 可 能 な ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 を 丸 で ⽰ し
た 。  
b.  各 ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 の 細 胞 内 の ヘ ム 合 成 中 間 体 を HPLCに よ り 分 離 ・ 測 定 し
た 結 果 。中 間 体 の 量 を 強 調 す る た め に 全 て の 株 で ALAを 添 加 し て 測 定 を ⾏ な っ て い
る 。 Coproporphyr inは 異 性 体 で あ る CoproⅠ お よ び CoproⅢ を 検 出 し て お り 、 そ れ
ぞ れ 左 側 の ピ ー ク か ら CoproⅠ 、 CoproⅢ で あ る と 考 え ら れ る 。  
 
 
(1―3) ALAを加えた時の光感受性 
 
ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 変 異 株 の 光 感 受 性 が ヘ ム 合 成 経 路 の ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体
に よ る も の で あ る な ら ば 、ヘ ム 合 成 の 前 駆 体 で あ る ALAを 加 え た 時 に は ポ ル
フ ィ リ ン 中 間 体 の 蓄 積 量 が 増 ⼤ し て 光 感 受 性 が 強 ま る の で は な い か と 考 え 、
ALAを 加 え た 時 の 光 感 受 性 に つ い て 調 べ た 。  
 
ALAを 加 え て い な い 培 地 で は 、 4時 間 の 光 照 射 に よ り ⽣ 育 が 低 下 す る 株 の
う ち 、特 に hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、hemH変 異 株 に つ い て 、光 照 射 に よ り さ
ら に ⽣ 育 が 低 下 す る こ と が わ か っ た (Fig. 7a、Table1)。ALAを 添 加 し た 培 地
で は 、 光 を 4時 間 照 射 す る と hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、 hemH変 異 株 で は よ り
顕 著 に ⽣ 育 が 低 下 し 、ま た hemD、hemE変 異 株 で も ⽣ 育 の 低 下 が ⾒ ら れ た (F
ig. 7b、 Table1)。  
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Fig.7 ALAを 添 加 し た 際 の ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 光 照 射 4時 間 で の ⽣ 育  
a.  野 ⽣ 株 と ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 、 A LAを 添 加 し て い な い 培 地 で の 暗 条 件 と 光 照 射 4
時 間 条 件 で の ⽣ 育 。  
b.  野 ⽣ 株 と ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 、 ALAを 最 終 濃 度 0.04%に な る よ う に 添 加 し た 培 地
で の 暗 条 件 と 光 照 射 4時 間 条 件 で の ⽣ 育 。  
各 株 を プ レ ー ト に 塗 っ た 後 、 暗 所 で 24時 間 （ 左 ） と 光 を 4時 間 照 射 し た 後 に 暗 所 で 20
時 間 （ 右 ） 培 養 し た 。  
 
Table1. ALAを 添 加 し た 際 の ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 光 照 射 4時 間 で の ⽣ 育  
Fig.7の プ レ ー ト 写 真 か ら 、 各 株 の 光 照 射 4時 間 ⽣ 育 を 暗 条 件 で の ⽣ 育 と ⽐ 較 し て 表 し
た 。 バ ー は 暗 条 件 と ⽐ べ て ⽣ 育 に ⼤ き な 差 が な い こ と 、 ⽮ 印 は  光 に よ っ て ⽣ 育 が 低
下 し た こ と を ⽰ す 。 ⽮ 印 2つ は 更 に ⽣ 育 が 低 下 し た こ と を ⽰ す 。  
 
 
 
 ALAの 影 響 に つ い て は さ ら に 、光 照 射 ４ 時 間 の と き の ⽣ 存 率 を コ ロ ニ ー 数
を カ ウ ン ト す る こ と に よ っ て 定 量 的 に 調 べ た 。 そ の 結 果 、 野 ⽣ 型 と hemB変
異 株 で は ALA添 加 あ り /な し で ⽣ 存 率 に ⼤ き な 変 化 は な か っ た が 、hemD変 異
株 で は ALAの 添 加 に よ り 、光 照 射 に よ る ⽣ 育 の 低 下 が 著 し く な る こ と が わ か
っ た (Fig. 8)。  
 
 こ れ ら の 結 果 か ら 、 hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、 hemD、 hemE、 hemH変 異
株 の 光 感 受 性 が ヘ ム 合 成 経 路 の ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 に よ る こ と が ⽰ 唆 さ れ
た 。  
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Fig.8 ALAを 添 加 し た 際 の ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 光 照 射 4時 間 で の ⽣ 存 率  
 
野 ⽣ 株 、hemB変 異 株 、hemD変 異 株 の 、ALAを 添 加 し て い な い 培 地 と 添 加 し た 培
地 で の 暗 条 件 と 光 照 射 4時 間 条 件 で の ⽣ 存 率 。 各 株 を ALAを 添 加 し た プ レ ー ト と 添
加 し て い な い プ レ ー ト に ま き 、 光 を 4時 間 照 射 し た 後 に 暗 所 で 44時 間 培 養 し た コ ロ
ニ ー 数 を 暗 所 で 48時 間 培 養 し た コ ロ ニ ー 数 で 割 っ た 値 を 光 照 射 4時 間 の ⽣ 存 率 と し
た 。  
 
 
 
(1―4) ポルフィリン蓄積株の光照射時間ごとの⽣存率 
 
ポ ル フ ィ リ ン の 蓄 積 が ⾒ ら れ た hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、hemD、hemE、h
emG、 hemH変 異 株 に つ い て は 、 光 感 受 性 の 強 さ を 定 量 的 に 調 べ る た め に 、
光 照 射 時 間 を 変 え た 時 の ⽣ 存 率 に つ い て 調 べ た 。  
 
ま ず 調 べ た 株 全 て で 光 照 射 時 間 依 存 的 な ⽣ 存 率 の 低 下 が 確 認 で き た 。特 に h
emF hemN⼆ 重 変 異 株 と hemH変 異 株 で は 、光 照 射 2時 間 で ⽣ 存 率 が ⼤ 幅 に 低
下 し 、 光 照 射 4時 間 で は ⽣ 存 率 は 半 分 以 下 に な る こ と が わ か っ た 。 ⼀ ⽅ hem
D、 hemE、 hemG変 異 株 に つ い て は 、 光 照 射 4時 間 で は ⽣ 存 率 の ⼤ き な 低 下
は ⾒ ら れ ず 、 光 照 射 6時 間 で ⽣ 存 率 が 半 分 程 度 に な る こ と が わ か っ た (Fig.  
9)。  
 
 こ れ ら の 結 果 か ら は 、 hemF hemN⼆ 重 変 異 株 と hemH変 異 株 は 、 hemD、
hemE、 hemG変 異 株 に ⽐ べ て 光 感 受 性 が 強 い と 考 え ら れ た 。  
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Fig.9 ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 光 照 射 時 間 ご と の ⽣ 存 率  
a.  he m D変 異 株 、 he m E変 異 株 、 he m Fと he m N変 異 株 、 he mG 変 異 株 、 hem H 変 異 株 の
光 照 射 2時 間 、 4時 間 後 、 6時 間 、 24時 間 の ⽣ 存 率 。 全 て の 条 件 で 光 照 射 後 に 暗 所 に
移 し 、合 計 の 培 養 時 間 は 48時 間 と し た 。光 条 件 で の ⽣ 菌 数 を 暗 条 件 で の ⽣ 菌 数 で 割
る こ と で ⽣ 存 率 を 計 算 し た 。  
b.  ヘ ム 合 成 経 路 お よ び ヘ ム 合 成 関 連 物 質 と ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 。  
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<２> 光感受性の原因が酸化ストレスによる可能性について 
 
（2−1）嫌気条件での⽣育 
 
光 感 受 性 の 原 因 が 酸 化 ス ト レ ス で あ る 可 能 性 に つ い て 調 べ る た め に 、ま ず
嫌 気 条 件 で hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、 hemD、 hemE、 hemG、 hemH変 異 株 の
⽣ 育 に つ い て 調 べ た 。  
 
好 気 条 件 で は 、 暗 条 件 に お い て 、 hem変 異 株 で は 野 ⽣ 株 に ⽐ べ て ⼩ さ な コ
ロ ニ ー が ⾒ ら れ た の に 対 し て 、 光 条 件 で は コ ロ ニ ー が ⾒ ら れ な か っ た (Fig. 
10a)。 そ れ に 対 し て 嫌 気 条 件 で は 、 暗 条 件 、 光 条 件 の 両 ⽅ に お い て ど の hem
変 異 株 で も 野 ⽣ 株 と 同 様 の コ ロ ニ ー が ⾒ ら れ た (Fig. 10b)。  
 
 こ れ ら の 結 果 か ら 、 hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、 hemD、 hemE、 hemG、 he
mH変 異 株 の 光 感 受 性 は 、 好 気 条 件 で 顕 著 で あ る こ と が わ か っ た 。  
 
 
 
Fig.10 ポルフィリン蓄積株の嫌気条件での⽣育 
a. 好気条件での暗条件と光条件の⽣育 
b. 嫌気条件での暗条件と光条件の⽣育 
野⽣株とポルフィリン蓄積株であるhemD変異株、hemE変異株、hemFとhemN変異株、hemG変異株、
hemH変異株を好気条件と嫌気条件でそれぞれ暗所または光条件24時間で培養した。 
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 (2−2) 過酸化⽔素の除去に働く酵素の遺伝⼦を⽋失させた時の光感受性 
 
光 感 受 性 の 原 因 が 酸 化 ス ト レ ス に よ る も の で あ れ ば 、活 性 酸 素 種 の 除 去 に
働 く 酵 素 の 遺 伝 ⼦ を 破 壊 す る こ と に よ っ て 光 感 受 性 が 強 ま る の で は な い か
と 考 え 、 hemH変 異 株 で 活 性 酸 素 種 の ⼀ 種 で あ る 過 酸 化 ⽔ 素 の 除 去 に 働 く 酵
素 の 遺 伝 ⼦ を 破 壊 し た 時 の 光 感 受 性 に つ い て 調 べ た 。  
 
⼤ 腸 菌 で は 過 酸 化 ⽔ 素 の 除 去 に 働 く 酵 素 と し て 、補 因 ⼦ に ヘ ム を 使 う カ タ
ラ ー ゼ と 、ヘ ム を 使 わ な い ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 知 ら れ て い る (Fig. 11a)（ 12）。
ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 で は ヘ ム を 合 成 で き な い た め 、カ タ ラ ー ゼ は 機 能 し
な い と 考 え ら れ る (Fig.  11b)。 従 っ て hemH変 異 株 で ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を コ
ー ド す る ahpCF遺 伝 ⼦ を 破 壊 し た 株 を 作 製 し 光 感 受 性 に つ い て 調 べ た (Fig. 
11c)。  
 
 
 
 
Fig.11 ⼤ 腸 菌 の 過 酸 化 ⽔ 素 の 除 去 に 働 く 酵 素 の 遺 伝 ⼦  
a.野 ⽣ 株  
b.ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 変 異 株  
c .ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 変 異 株 で ahpCF遺 伝 ⼦ を ⽋ 失 さ せ た 株  
 
 
 
hemH変 異 株 と コ ン ト ロ ー ル と し て 野 ⽣ 型 、hemB変 異 株 に つ い て 、ahpCF
+と ahpCF⽋ 失 株 の 両 株 に ３ 時 間 光 照 射 し た 際 の ⽣ 存 率 を ⽐ 較 し た と こ ろ 、
野 ⽣ 型 と hemB変 異 株 で は ⽣ 存 率 に ⼤ き な 差 が み ら れ な か っ た 。 そ れ に 対 し
て hemH変 異 株 で は 、 ahpCF+で も 光 照 射 に よ る ⽣ 存 率 の 低 下 が ⾒ ら れ た が 、
ahpCF変 異 株 で は ３ 時 間 の 光 照 射 に よ り ⼤ 幅 な ⽣ 存 率 の 低 下 が ⾒ ら れ た (Fig.
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 12)。 こ れ ら の 結 果 か ら hemH変 異 株 の 光 感 受 性 の 原 因 が 酸 化 ス ト レ ス に よ
る も の で あ る こ と が ⽰ 唆 さ れ た 。  
 
 
 
 
Fig.12 過 酸 化 ⽔ 素 の 除 去 に 働 く 酵 素 の 遺 伝 ⼦ を ⽋ 失 さ せ た 時 の 光 感 受 性  
野 ⽣ 型 、 hemB変 異 株 、 hemH変 異 株 で 、 そ れ ぞ れ ahpCF+株 と ahpCF変 異 株 の 光 を 3時
間 照 射 し た の 時 の ⽣ 存 率 。各 株 で 、光 を 3時 間 照 射 し た 後 に 暗 所 で 45時 間 、合 計 48時 間
培 養 を ⾏ な っ た 。  
＊ は 検 出 限 界 を ⽰ す 。  
 
 
 
ま た 予 備 的 な 実 験 で は あ る が 、活 性 酸 素 種 の ⼀ つ で あ る ス ー パ ー オ キ シ ド
の 除 去 に 働 く 酵 素 の 遺 伝 ⼦ を ⽋ 失 さ せ た 株 に つ い て も 、 hemH変 異 株 に お い
て ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ を コ ー ド す る sodA、 sodB遺 伝 ⼦ に つ い て
単 独 ⽋ 失 株 を 作 製 し て 光 感 受 性 に つ い て 調 べ た と こ ろ 、 sodA、 sodB変 異 に
よ る ⼤ き な 差 は ⾒ ら れ な か っ た 。 sodA sodB⼆ 重 変 異 株 に つ い て は 、 hemH
+株 で も 暗 条 件 で さ え ⽣ 育 が ⼤ き く 低 下 し た た め 、 光 感 受 性 に つ い て は 調 べ
ら れ な か っ た 。  
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考察 
 
<１> 各ヘム合成遺伝⼦の変異株の光感受性について 
 
 本 研 究 に よ り hemH変 異 株 だ け で な く hemD、 hemE変 異 株 、 hemF hemN
⼆ 重 変 異 株 、 hemG変 異 株 は 光 感 受 性 で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の 光 感
受 性 は ヘ ム 合 成 の 前 駆 体 の ALAを 加 え る と 強 く な る こ と か ら 、先 ⾏ 研 究 の he
mH変 異 株 、 tolC変 異 株 の 光 感 受 性 と 同 様 に 、 ヘ ム 合 成 の ポ ル フ ィ リ ン 中 間
体 が 細 胞 内 に 過 剰 に 蓄 積 し た こ と が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。  
 
 ま た こ れ ら の 変 異 株 の 中 で も 、hemF hemN⼆ 重 変 異 株 、hemH変 異 株 は 特
に 光 感 受 性 が 強 い こ と が わ か っ た 。光 感 受 性 の 強 さ の 差 は 、蓄 積 し た ポ ル フ
ィ リ ン 中 間 体 の 種 類 ま た は 量 の 差 に よ る と 考 え ら れ る 。ポ ル フ ィ リ ン な ど の
光 増 感 材 は 、光 励 起 さ れ た 際 に 発 ⽣ す る ⼀ 重 項 酸 素 の 量 が 多 け れ ば 多 い ほ ど
光 毒 性 が 強 く 、⼀ 重 項 酸 素 の 発 ⽣ 能 ⼒ は そ の 物 質 の 量 ⼦ 収 率 の ⾼ さ 、光 励 起
三 重 項 状 態 の 寿 命 の ⻑ さ 、 そ し て 光 安 定 性 に よ っ て 決 ま る と さ れ て い る （ 1
0） 。 こ れ ら は ポ ル フ ィ リ ン 環 ⾻ 格 の 置 換 基 に 応 じ て 変 化 す る こ と が 知 ら れ
て い る た め（ 10）、ポ ル フ ィ リ ン の 種 類 に よ っ て 光 毒 性 が 異 な る 可 能 性 は ⼗
分 に 考 え ら れ る 。  
 
 hemH変 異 株 と hemF hemN⼆ 重 変 異 株 で 特 に 光 感 受 性 が 強 か っ た の で 、 h
emH変 異 株 で 蓄 積 す る ProtoⅨ と 、hemF hemN⼆ 重 変 異 株 で 蓄 積 す る Copro
Ⅲ の 蓄 積 量 が 多 い 可 能 性 と 、ProtoⅨ 、CoproⅢ の 光 毒 性 が 強 い 可 能 性 が 考 え
ら れ る (Fig.  13a、 13b)。 hemF hemN⼆ 重 変 異 株 に つ い て は CoproⅢ の 蓄 積
が HPLCに よ る 解 析 結 果 か ら 確 認 で き る が 、 定 量 的 で は な い た め 、 中 間 体 の
毒 性 に つ い て は 今 後 定 量 的 な 解 析 と 精 製 し た 中 間 体 で の 解 析 が 必 要 で あ る 。 
 
HPLCに よ る 解 析 結 果 で は 、hemG変 異 株 で は hemF hemN⼆ 重 変 異 株 と 同
様 に CoproⅢ が 蓄 積 し て い た が 、hemG変 異 株 で は hemF hemN⼆ 重 変 異 株 よ
り も 光 感 受 性 が 弱 か っ た 。こ れ は ⾃ 然 酸 化 に よ っ て ProtoʼgenⅨ か ら ProtoⅨ
へ の 反 応 が 少 し ず つ 進 む た め に 、hemG変 異 株 で 蓄 積 す る 中 間 体 の 量 が hemF
 hemN⼆ 重 変 異 株 に ⽐ べ て 少 な く な る 可 能 性 と 、 hemG変 異 株 で は 微 量 の ヘ
ム が 合 成 で き る こ と で ⽣ 育 の 低 下 を 回 避 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。hem
G変 異 株 に つ い て も 、 今 後 蓄 積 す る 中 間 体 の 量 の 定 量 が 重 要 に な る 。  
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Fig.13 光 感 受 性 の 株 の 細 胞 内 の ヘ ム 合 成 中 間 体  
a.  ヘ ム 合 成 経 路 お よ び ヘ ム 合 成 関 連 物 質 と ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 。  
b.  光 感 受 性 に な っ た he mD,  he mE,  hem Fと hem N,  he mG,  変 異 株 の 細 胞 内 の ヘ ム 合
成 中 間 体 を HPLCに よ り 分 離 ・ 測 定 し た 結 果 。  
 
 
 
<２>光感受性の原因が酸化ストレスによる可能性について 
 
本 研 究 で は ま ず 、ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 が 蓄 積 す る 変 異 株 の 嫌 気 条 件 で の ⽣
育 に つ い て 調 べ 、嫌 気 条 件 で は 光 感 受 性 が 弱 ま る こ と を 明 ら か に し た 。こ の
結 果 か ら 、⼀ つ の 可 能 性 と し て 、光 感 受 性 は ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 に よ る 酸 化
ス ト レ ス が 原 因 で あ り 、好 気 条 件 で は そ れ が 強 く ⾒ ら れ た 可 能 性 が 考 え ら れ
る 。 し か し グ ル コ ー ス 存 在 下 で の 嫌 気 条 件 で は ヘ ム 合 成 が 低 レ ベ ル で あ り 、
そ の た め に ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 が 細 胞 内 に 多 く は 蓄 積 し な か っ た 可 能 性 も
考 え ら れ る の で 、必 ず し も 光 感 受 性 の 原 因 が 酸 化 ス ト レ ス で あ る こ と を ⽰ 唆
す る わ け で は な い 。 し か し 本 研 究 で は 、 hemH変 異 株 に お い て ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ の 遺 伝 ⼦ ahpCFを 破 壊 す る こ と に よ っ て 、光 条 件 で は ⽣ 存 率 が さ ら に 下
が る こ と も 明 ら か に し た 。こ れ ら の 結 果 か ら は 、ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ の 変 異 株 の
光 感 受 性 が 、蓄 積 さ れ た ポ ル フ ィ リ ン 中 間 体 に よ っ て ⽣ じ た 活 性 酸 素 種 に よ
る 酸 化 ス ト レ ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  
 
 序 論 に 書 い た よ う に 、ポ ル フ ィ リ ン は 酸 素 の 存 在 下 で 光 を 照 射 さ れ る と ⼀
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重 項 酸 素 を 産 ⽣ す る こ と が 知 ら れ て い る（ 2, 7）。こ の ⼀ 重 項 酸 素 に よ っ て
⼆ 次 的 に 活 性 酸 素 種 が ⽣ じ 、そ れ に よ っ て 細 胞 が ダ メ ー ジ を う け 、光 感 受 性
を 引 き 起 こ す 可 能 性 が 考 え ら れ て お り（ 11）、今 回 の 結 果 は こ の モ デ ル を ⽀
持 す る も の で あ る 。ヘム合成遺伝⼦の変異株では、ヘムが合成されないためにカタラー
ゼが機能せず、さらに過酸化⽔素を除去できないため、⼀層強く酸化ストレスを受ける可
能性も考えられる(Fig. 14)。 
 
 
 
Fig.14 ポ ル フ ィ リ ン 蓄 積 株 の 光 感 受 性 の モ デ ル 図  
 
 
 
 
 
まとめ 
 
 本 研 究 で は ヘ ム 合 成 遺 伝 ⼦ 群 の 変 異 株 の 光 感 受 性 に つ い て の 解 析 を ⾏ い 、
hemH変 異 株 以 外 に も 、ポ ル フ ィ リ ン が 蓄 積 す る hemD、hemE変 異 株 、hemF
 hemN⼆ 重 変 異 株 、 hemG変 異 株 が 光 感 受 性 に な る こ と が 分 か っ た 。 ま た 嫌
気 条 件 で は 光 感 受 性 が 弱 く な り 、 hemH変 異 株 で ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 破 壊 す
る と 光 感 受 性 が 強 ま っ た こ と か ら 、光 毒 性 の 原 因 が 酸 化 ス ト レ ス で あ る こ と
が ⽰ 唆 さ れ た 。  
 
 こ れ ら の 知 ⾒ を 基 に 、今 後 、光 感 受 性 の 変 異 株 で 蓄 積 す る ポ ル フ ィ リ ン 中
間 体 の 定 量 や 、光 感 受 性 と 酸 化 ス ト レ ス と の 関 連 に つ い て の 種 々 の 解 析 を ⾏
う こ と に よ り 、そ れ ぞ れ の 中 間 体 の 性 質 や そ れ ら の 毒 性 を 回 避 す る シ ス テ ム
の 可 能 性 な ど に つ い て 調 べ て い く こ と が で き る と 考 え ら れ る 。  
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材料・⽅法 
 
1. 菌株 
本研究において使用した菌株を Table.2 に示す。 
 
Table2. 本研究において使⽤した菌株 
菌株名称 菌株構成 Reference 
ΔtolC MG1655 ΔtolC::Ge 研究室ストック 
ΔhemB MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemB::Cm/mFts-hemB+(Km) 研究室ストック 
ΔhemC MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemC::Cm/mFts-hemC-Y+(Km) 研究室ストック 
ΔhemD MG1656 ΔtolC::Ge/ΔhemD::Cm/mFts-hemC-Y+(Km) 研究室ストック 
ΔhemE MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemE::Tc/mFts-hemE+(Km) 研究室ストック 
ΔhemFN MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemF::Cm/ΔhemN::Tc/mFts-hemN+(Km) 研究室ストック 
ΔhemG MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemG::Cm/mFts-hemG+(Km) 研究室ストック 
ΔhemH MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemH::Tc/mFts-hemH+(Km) 本研究 
WT ΔahpCF MG1655  ΔahpCF::Ap 研究室ストック 
ΔhemBΔahpCF MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemB::Cm/mFts-hemB+(Km)/ΔahpCF::Ap 本研究 
ΔhemHΔahpCF MG1655 ΔtolC::Ge/ΔhemH::Tc/mFts-hemH+(Km)/ΔahpCF::Ap 本研究 
 
 
 
2. プラスミド 
本研究において使⽤したプラスミドをTable. 3に⽰す。 
 
Table.3 本研究において使⽤したプラスミド 
プラスミド名称 Reference 
miniFts-hemB+(Km) 研究室ストック 
miniFts-hemC-Y+(Km) 研究室ストック 
miniFts-hemE+(Km) 研究室ストック 
miniFts-hemN+(Km) 研究室ストック 
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miniFts-hemG+(Km) 研究室ストック 
miniFts-hemH+(Km) 本研究 
 
 
 
3. P1 phage 
本研究において使⽤したP1 phageをTable. 4に⽰す。 
 
Table.4 本研究において使⽤したP1 phage 
P1 phage名称 Reference 
ΔtolC::Ge 研究室ストック 
ΔhemB::Cm 研究室ストック 
ΔhemC::Cm 研究室ストック 
ΔhemD::Cm 研究室ストック 
ΔhemE::Tc 研究室ストック 
ΔhemF::Cm 研究室ストック 
ΔhemN::Tc 研究室ストック 
ΔhemG::Cm 研究室ストック 
ΔhemH::Tc 本研究 
ΔahpCF::Ap 研究室ストック 
 
 
 
 
4. 培地 
 
Antibiotic Medium 3 培地(1L 当たり オートクレーブにより滅菌) 
Antibiotic Medium 3(Difco)      17.5 g 
Agar(岩井化学) ＊寒天培地のみ   10 g 
 
LB 培地(1L 当たり オートクレーブにより滅菌) 
Tryoton（Becton dickinson）      	  10 g  
Yeast extract (Becton dickinson)    	   5 g 
NaCl                             10 g 
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10N NaOH                        200 µl 
Agar(岩井化学)	 ＊寒天培地のみ	 	  10 g  
 
SOC 培地(1L 当たり	 オートクレーブにより滅菌) 
Tryoton（Becton dickinson）      	 	  20 g  
Yeast extract (Becton dickinson)    	 	  5 g 
5M NaCl                       	   2 ml 
1M KCl                         	 2.5 ml 
10N NaOH	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 200 µl 
 
以下はオートクレーブ後に添加した。 
1M MgCl₂ 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 10 ml 
1M MgSO₄ 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    10 ml 
2M glucose                         30 ml 
 
 
抗生物質耐性遺伝子を用いた耐性菌の選択には以下の濃度の抗生物質を用いた。 
アンピシリン	 25 µg /ml(⊿33b 株では 12.5 µg /ml) 
ストレプトマイシン	 50 µg/ml 
クロラムフェニコール	 17 µg/ml(⊿33b 株では 2.125 µg /ml) 
カナマイシン	 50 µg/ml 
テトラサイクリン	 10 µg/ml(⊿33b 株では 2.5 µg /ml) 
 
 
 
5. 実験⽅法 
 
PCR 
 欠失株作製・遺伝子クローニング用には Prime star GXL(Takara)を用いた。PCR 反応には
本酵素の添付のバッファー・dNTAP を用い、反応条件はマニュアルの標準的な方法に従っ
て行った。 
また、断片の大きさの確認による欠失および挿入の有無の確認には、ExTaq(Takara)を用い
た。PCR 反応には本酵素の添付のバッファー・dNTAP を用い、反応条件はマニュアルの標
準的な方法に従って行った。 
 
電気泳動 
PCR・プラスミド抽出後の電気泳動は、DNA のサイズの確認のみを目的とする場合には
0.7％の Agarose(Takara)を用いた。PCR 断片の抽出時には SeaKem® GTG™ アガロースを用
いて電気泳動を行った。DNA 断片の回収には NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up(MACHEREY-NAGEL)を用い、標準的なプロトコルに従った。 
 
λファージの相同組み換え機構を利用した染色体遺伝子の改変 
	 本研究で用いた遺伝子の欠失変異株はλファージの相同組換え機構を用いた方法
(Murphy 1998)を用いたにより作成した。λファージの相同組換え機構(red)では約 40bp の短
い相同領域間で相同組み換えを起こすことが出来る。KM22(MG1655red)株では、ゲノム上
の recBCD遺伝子の領域がこのλファージの組み換えに必要な組み換え酵素と置き換えられ
ており、IPTG 誘導により、これらの組み換え酵素が発現する。本研究ではこの方法を用い
て目的遺伝子を抗生物質耐性遺伝子と組み替えることで欠失させた 
組換え用の PCR 断片は、エレクトロポレーション法によって導入した。37℃でオーバー
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ナイト（16 時間）培養した MG1655 red 株を 0.5mM の IPTG が入った 200 ml の LB 培地に
0.5 ml 植菌し、37℃で約 1.5 時間培養した。その後遠心分離によって菌体を回収後、滅菌し
た 10％グリセロール溶液で 3 回洗浄した。洗浄後、約 40 µl に懸濁した菌体を PCR 断片(5 µl)
と混ぜ、MicroPulser(Bio-Rad)を用いて約 5 ミリ秒、2.5 kV の電圧をかけることによってエレ
クトロポレーションを行った後、速やかに SOC 培地を加えて、30℃で一時間回復培養を行
った。その後、導入した耐性遺伝子に応じ、抗生物質を含む Antibiotic Medium 3 培地にプ
レーティングして 37℃または 30℃でオーバーナイト培養した。得られた組み換え体の欠失
の有無の確認は目的領域の PCR によって行った。 
 
 
P1 ファージを用いた形質導入 
	 P1 ファージを用いた形質導入法は Miller JH (1992)の方法に従った。組み換え体からの P1
ファージの回収は以下の手順で行った。LB 2 ml でオーバーナイト培養した組み換え体 0.5 
ml を LB 1.4 ml、CaCl₂  0.1M	 0.1 ml と混ぜ、37℃で 2 時間培養し、カルシウムカルチャ
ーを作製した。 このカルシウムカルチャー0.4 ml と十分に粒子数の高い P1 phage 溶液 2 µl
と IPTG 200 mg/ml 5 µl を混ぜた後、55℃に保温した 0.3%の Agarose(Difco)と CaCl₂ 5 mM を
含む LB 培地 3 ml(ソフトアガー)を加えてよく混ぜ、CaCl₂ 5 mM を含んだ LB 寒天培地の
上に重層した。この状態で 6~7 時間程度 37℃で培養したあと、重層したソフトアガーのみ
を回収し、3000 rpm、10 分間の遠心分離により上清と沈殿とに分けた。上清のみを 0.1 ml
のクロロホルムと混ぜた後、再び 3000rpm、10 分間の遠心分離をして上清のみを回収し、
これを P1 ファージのストック液として、4℃で保存した。 
	 形質導入には、形質導入したい菌のカルシウムカルチャーを上記と同じ組成で作製、2 時
間培養した後、0.2 ml のカルシウムカルチャーを P1 ファージストック液 1 µl と混ぜ、37℃
で 20 分間培養し、P1 ファージに感染させた。培養後 12000 rpm、1 分間遠心して上清を除
き、菌体を 0.1mM のクエン酸ナトリウムを含む LB 培地に懸濁してファージの感染に必要
な Ca イオンをキレートして、30℃で 1 時間回復培養した。導入した耐性遺伝子に応じ、抗
生物質を含む Antibiotic Medium 3 培地にプレーティングして、37℃または 30℃で一夜培養
した。 
 
エレクトロポレーションによるプラスミドの導⼊ 
LB 2ml で 37℃オーバーナイト培養した菌株を LB 200ml の⼊った坂⼝フラスコ内に 0.5 
ml いれた。1655red 株の時は IPTG をこの時に 20mg 加えた。およそ 1.5 時間を⽬安に 37℃
で振盪培養し、培養が終わったら培養液遠沈管に⼊れ、遠⼼機で 8000rpm、5 分、4℃で遠
⼼して集菌した。10%グリセロールを 10ml ⼊れて菌を溶かし、別の 50ml チューブに移し、
再び 10ml グリセロールを遠沈管に⼊れ再び同じチューブに加えた。その後 3000rpm、10
分、4℃で遠⼼した。遠⼼が終わったらアスピレーターで菌体を吸わないようにグリセロー
ルを吸い取り、再度グリセロールを 10ml ⼊れて菌体をやさしく混ぜた。その後グリセロー
ルを 10ml ⼊れて再度 3000rpm、10 分、4℃で遠⼼した。グリセロールによる洗浄作業を 2
回繰り返し、最後の遠⼼が終わったらグリセロールを 1 サンプルあたり 40µl 残して上清を
アスピレーターで除いた。残ったグリセロールと菌体をしっかり懸濁し、その後導⼊する
DNA 断⽚やプラスミドなど 1µl に 40µl ずつ菌体を混ぜ合わせる。1655red 株には
IPTG200g/l を 5µl 加え混ぜる。この混合物をキュベットに全量加えて電気ショックをかけ、
SOC 培地に⼊れて 30℃で⼀時間培養を⾏う。培養後、プレートにまき、30℃または 37℃
で⼀晩培養した。 
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ヘム合成変異株のヘム合成中間体の⾊素抽出 
2ml の液体培地(Difco)に菌を植え付け 30℃、130rpm で 18 時間ほど暗室下で振盪培養
させた。この時、⾼温感受性機能⽋損株を補完するプラスミドが持つ抗⽣物質耐性と対応
する抗⽣物質を加えた。50ml の AM3 培地と ALA(最終濃度 0.04%)が⼊った 300ml の三⾓
フラスコに培養液を元の 250 倍の薄さになるように加え、アルミホイルで蓋をして 42℃、
暗室下で 24 時間振盪培養させた。 
 
培養液を 7200rpm、4℃、10 分で遠心した後、上清(培地)と沈殿物(菌体)に分けた。
上清は、 酢酸エチル:氷酢酸＝3:1 の溶液を 10ml 加えて voltex し、30 分間氷上で色素
抽出を行った。沈殿物は冷却水 20ml と酢酸エチル:氷酢酸＝3:1 の溶液を 10ml 加えて
voltex し、上清と同様 30 分間氷上で色素抽出を行った。その後 7200rpm、4℃、10 分
で再び遠心し、有機層を小試験管に回収した。回収した有機層を 1ml の冷却水で洗浄
し 3M 酢酸を 1ml 加え、voltex 後塩酸を回収した。 塩酸層に析出した色素の内、100µl
を HPLC のバイアルに入れてセットし、測定を行った。 
 
HPLC の測定 
今回使用した HPLC は SHIMADZU の LCsolution という機種であり、カラムは高
性能充てんカラム Shim-pack	 VP-ODS(粒子径:5µm)を使用している。 
HPLC の設定は、A 液に 1M 酢酸アンモニウム pH5。1:アセトニトリル=9:1 の溶液を
使用し、B 液にメタノール:酢酸=10:1 の溶液を使用した。 
励起波長は 405nm、蛍光波長は 596nm で設定し、溶液 A100％から、溶液 B100％へ
流速 1ml/min で 20 分間流し、溶液 B100％の状態で 15 分間流した。 
 
光感受性の測定 
LB 2ml、30℃ で オ ー バ ー ナ イ ト 培 養 し た 各 菌 株 を AM3培 地 :オ ー バ ー ナ イ
ト 培 養 液 ＝ 100： 1の 割 合 に 希 釈 し て 、 42℃ で 2h培 養 し た 。 培 養 後 に 3000 r
pm、 4 ℃ で 10分 間 遠 ⼼ 後 、 培 地 を 捨 て て 、 そ れ ぞ れ PBS 1mlに 懸 濁 し た 。
ODを 1.0に 揃 え た 後 に 1/10^6 希 釈 を し た も の を 100μ lず つ 、グ ル コ ー ス を 0.
2%加 え た Antibiot ic  Medium3寒 天 培 地 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 寒 天 培 地
に ALAを 添 加 す る 際 は 最 終 濃 度 0.04%に な る よ う に 添 加 し た 。 プ レ ー テ ィ ン
グ 後 、⼀ ⽅ は ⽩ ⾊ 光 を 当 て て も う ⼀ ⽅ は 暗 所 で 、そ れ ぞ れ 42℃ で 24時 間 ま た
は 48時 間 培 養 し た 後 に プ レ ー ト 上 の コ ロ ニ ー 数 を 計 測 し た 。こ の 時 照 射 し た
光 の 強 度 は 、 野 ⽣ 株 が 暗 所 で 培 養 し た も の と ⽐ べ て ⽣ 育 の 阻 害 を う け な い 2
500 luxの 強 さ で 実 験 を ⾏ な っ た 。  
⽩ ⾊ 光 の 照 射 に は Panasonic  FML27EX-Nの 蛍 光 灯 を 使 ⽤ し た 。  
 
PBS の組成(１L 当たり、オートクレーブにより滅菌) 
NaCl	 	 	 	 	 	   8 g 
KCl	 	 	 	 	 	 	 0.2 g 
Na₂ HPO₄ 	 	 	 	  1.45 g 
	 KH₂ PO₄ 	 	 	 	 	 0.25 g 
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